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Abstract
AIM: To investigate the effect of vincristine on activation
of nuclear factor-kappa B (NF-κB) and expression of p-
glycoprotein (P-gp) in vincristine-resistant human gastric
cancer SGC7901 cells (SGC7901/VCR) and the parent sen-
sitive clone (SGC7901).

METHODS: NF-κB-DNA binding activity was determined by
electrophoretic mobility shift assay (EMSA). Levels of in-
hibitory κB (IκB-α) and P-gp were measured by cellular-
ELISA. And immunocytochemistry was used to detect the
translocation of P65.

RESULTS:  IN comparison with the parent SGC7901 cells,
the basal and vincristine-induced NF-κB–DNA binding ac-
tivity at various concentrations were all higher in the
SGC7901/VCR cells. Concurrent with the NF-κB activation,
vincristine-induced IκB-α degradation and P-gp upregulation
were also found to be highly enhanced in the SGC7901/VCR
cells than that in the sensitive SGC7901 cells. In the
SGC7901/VCR cells, the activation of NF-κB induced by vin-
cristine showed a positive relation with the level of P-gp
expression (r =0.977, P <0.01). And nuclear translocation
of P65 occurred concomitantly with NF-κB activation.
Furthermore, the inhibition of NF-κB by MG-132, a proteasome
inhibitor, could reduce NF-κB activation, IκB-α degradation
and P-gp upregulation.

CONCLUSION: The enhancement of NF-κB activation cor-
relates with vincristine resistance and NF-κB may play an
important role in the regulation of the P-gp expression.

Wang W, Luo HS. Involvement of NF-kappa B activation in P-glycopro-
tein expression in vincristine-resistant human gastric cancer cells. Shijie
Huaren Xiaohua Zazhi  2004;12(3):537-541

摘要

目的: 研究核因子-Kappa B(NF-κB)在胃癌长春新碱耐药细
胞中的活化情况 及其对细胞膜P-糖蛋白(P-gp)表达的调

控作用.

方法: 以胃癌细胞SGC7901 及其长春新碱(VCR)耐药株

SGC7901/VCR为研究对象. 采用凝胶电泳迁移率分析检测

NF-κB DNA 结合活性 细胞-ELISA法检测细胞内IκB-
α蛋白和细胞膜P-糖蛋白(P-gp)的表达 免疫细胞化学法
观测细胞内P65核转位.

结果: SGC7901/VCR耐药细胞中NF-kB的基础活性比敏感

细胞高 1.4 倍. 不同浓度VCR(5 10 20 50 µg/L)均
可引起耐药细胞NF-κB DNA 结合活性增强 IκB-α蛋白
表达下降和P-gp表达增强 而亲本敏感细胞产生的上述

效应均不及耐药细胞明显; SGC7901/VCR耐药细胞中

NF-κB活性与P-gp的表达呈正相关(r =0.977 P <0.01)
且NF-κB活化的同时伴有P65核转位. NF-κB抑制剂MG-
132可抑制VCR诱导的NF-κB活化及IκB-α降解 同时
还能抑制P-gp高表达.

结论: 胃癌长春新碱耐药细胞中NF-κB 活性增强 可能参
与调控VCR诱导的细胞膜P-gp高表达.
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0   引言

肿瘤细胞耐药的形成与细胞膜P-糖蛋白(P-gp)过度表

达 DNA修复系统异常 凋亡信息抑制等有关. 核因

子-κB (NF-κB)成员可调控免疫和炎症基因的表达
在机体防御中发挥重要作用[1-3] 而且 在多种肿瘤

中有NF-κB 组成性活化[4-7] 他还参与细胞增生 凋
亡 恶性转化和血管形成[8-11]. NF-κB信号转导途径在
保护细胞免受抗癌药物诱导的凋亡中发挥关键作用[12].

另外 人mdr1基因(编码P-gp)上存在NF-κB结合位
点[13] 提示NF-κB 还可通过调节P-gp 的表达参与形
成耐药. 目前NF-κB和耐药相关性的研究多集中于淋巴
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造血组织肿瘤 而实体瘤 特别是胃癌耐药与NF-κB
关系的研究极少. 我们通过研究长春新碱(vincristine

VCR)对人胃癌细胞 SGC7901 及相应多药耐药细胞

(SGC7901/VCR)NF-κB DNA 结合活性的影响和P-gp上调
的核转录机制 探讨NF-κB在胃癌耐药形成中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  人胃癌细胞株SGC7901购自中国科学院上海

细胞生物学研究所 相应多药耐药细胞株 SGC7901/

VCR由第四军医大学全军消化病研究所惠赠. VCR购自上

海华联制药有限公司; MG-132购自Alexis公司; 二甲基亚

枫(DMSO)和多聚甲醛(PFA)购自Sigma公司; Gel Shift Assay

System 试剂盒 NF-κB双链寡核苷酸探针和G-25层析柱
购自Promega公司; [γ-32P]ATP(111PBq/mol)购自北京亚辉生
物医学工程公司; 小鼠抗人NF-κBP65单抗和兔IκB-α多
抗购自Santa Cruz公司; 小鼠抗人P-gp单抗购自NeoMarkers

公司 HRP标记的山羊抗兔和山羊抗小鼠二抗购自Vector

公司; SP染色试剂盒购自北京中山技术有限公司.

1.2 方法  两种细胞常规培养于含100 ml/L新生牛血清

的RPMI1640 培养液中 其中耐药细胞培养液中加入

VCR 0.7 mg/L以维持耐药表型 并在无药条件下培养

7 d后进行各项检测. 细胞接种培养36-40 h 后加药

VCR组以不同浓度VCR(5 10 20 50 µg/L)作用细
胞6 h; 抑制剂组以 MG-132 (2.5 µmol/L 溶于DMSO)
预处理细胞30 min 再加 10 µg/L VCR共同作用6 h;
同时设立不加药物的空白对照组和DMSO溶剂组. 凝胶

电泳迁移率分析(electrophoretic mobility shift assay

EMSA). 收集5 106细胞 参照文献[Nucleic Acids Res

1989; 17: 6419]的方法 用碱性低渗裂解液A和B分别

裂解细胞膜和核 低温高速离心(14 000 g) 含核蛋白

的上清保存于 -80 由紫外分光光度仪定其浓度;

EMSA检测NF-κB 的DNA 结合活性参照试剂盒内说明
书进行. 用[γ-32P]ATP以T4寡核苷酸激酶法对NF-κB探
针末端标记. 未标记探针经G-25层析柱离心除去. 蛋白-

DNA结合反应体系含有8 µg核蛋白 5 凝胶结合缓冲
液和无核酶水 总体积9 µL 室温下孵育10 min后加
入标记探针1 µL 继续孵育20 min. 反应产物经60 g/L
非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳1 h -70 曝光 24 h 常

规方法显影. 显影带通过激光扫描仪(Typhoon9200型

瑞典安玛西亚公司)扫描成像后用Imagequant 软件分析

各带的相对放射性强度; 凝胶迁移率特异性竞争抑制实

验 EMSA中设两组竞争性对照 分别为特异性和非特

异性竞争抑制实验 前者在反应体系之中加入100倍未

标记的特异性NF-κB探针 后者加入100倍未标记的
非特异性AP-2探针 室温孵育10 min 后加入标记探

针 以后步骤同2; 超迁移分析(super shift assay)的结合反

应体系中加入NF-κBP65单抗0.8 µg 室温孵育30 min
后加入标记探针 以后步骤同2. 细胞酶联免疫黏附法

(Celluar-ELISA)测定 IκB-α蛋白和P-糖蛋白: 接种细

胞于96孔培养板 实验组和对照组条件同EMSA 每

个时相点设3个复孔 按Parnas et al (Brain Res Protoc

1998;2: 333)的方法测定. 简言之 细胞经40 g/L PFA固

定后 封闭液(含50 ml/L山羊血清和10 ml/L牛血清白

蛋白)孵育30 min 依次加入一抗(37 作用2 h) 酶标

二抗(37 作用1 h) 底物(四甲基联苯胺+H2O2 室温

暗处作用1 h) 2 mol/L硫酸中止反应 490 nm处测吸光

度 A值. 实验结束后在倒置显微镜下计数各孔细胞数

以校正A值. 免疫细胞化学检测NF-κB P65核转位: 细胞
接种于无菌盖玻片 干预结束后40 g/L PFA固定3 min

冷 PBS漂洗两次 染色步骤参照SP试剂盒说明书 其

中P65 单抗稀释度为1 50 4 过夜 最后DAB 显

色 苏木素复染. 染成棕黄色为阳性 观察阳性着色部位.

        统计学处理  由 SPSS统计软件处理 用均数 标准

差表示 组间比较用 t检验.

2   结果

2.1 NF-κB DNA 结合活性和表达  VCR 处理前
SGC7901和 SGC7901/VCR均存在一定NF-κB 基础活
性 且耐药细胞比敏感细胞高1.4 倍; 以 5 10 20

50 µg/L VCR 作用两种细胞各6 h 均可引起NF-κB 的
DNA 结合活性增强 且在一定范围内呈剂量依赖性.

与敏感细胞未加药组相比 VCR诱导敏感细胞κB活性
上升0.7-3.8倍 而耐药细胞上升2.1-5.4倍 且相同

浓度VCR作用下 耐药细胞 κB的活化程度均较敏感
细胞高. 耐药细胞在20 µg/L VCR时 κB活性最强 敏
感细胞的 κB活性在50 µg/L时才达到高峰. 竞争性抑制
实验中 100倍未标记的NF-κB探针能抑制滞后带的
产生 而无关探针AP-2 对滞后带无明显影响 证实

EMSA检测的特异性. 超迁移试验中 加入0.8 µg抗P65
单抗后 电泳滞后带变淡且更为滞后 证实转位入核

的NF-κB至少含有P65亚单位(图1).不同浓度VCR作用
6 h时 两种细胞的IκB-α蛋白表达基本呈浓度依赖性
递减 且敏感细胞中的表达程度较耐药细胞高(图2) 其

中0 5 10 20 µg/L VCR作用下两种细胞IκB-α蛋
白的表达差异有统计学意义(P <0.05).

图1  VCR对SGC7901和SGC7901/VCR细胞NF-κB DNA 结合活性
的影响. Control: 未加核蛋白的阴性对照; NF-κB comp: 加入100倍
未标记NF-κB探针; AP-2 comp: 加入100倍未标记AP-2探针; Su-
per shift: 加入0.8 µg P65单抗; 敏感细胞未加药组设为1.

NF-κB

 folds

 folds

NF-κB

  0  1  0.7  2    2   3.8  0  1.9  0.8

  0  1.4  2.1 2.9 5.4 4.1  0 1.3 0.6

 0    5  10   20  50

C
on

tr
ol VCR(µg/L)

SGC7901

SGC7901/VCR

NF-κ
B com

p

AP-2 co
pm

Super 
shift



王维, 等. 长春新碱诱导人胃癌耐药细胞表达P-糖蛋白由核因子-κB活化调控                                                  539

图2  VCR作用6 h对SGC7901和SGC7901/VCR细胞IκB-α蛋白表达的
影响.

2.2 P-糖蛋白(P-gp)的表达  无 VCR刺激时 SGC7901

和 SGC7901/VCR细胞均存在一定程度的P-gp 基础表

达 且耐药细胞比敏感细胞高1.41 倍; 不同浓度VCR

作用24 h时 耐药细胞P-gp表达水平均较亲本敏感细

胞高 其中0 10 20 50 µg/L时两种细胞P-gp的表
达差异有统计学意义(P <0.05 图 3).

图3  VCR作用24 h对P-gp表达的影响.

2.3 NF-κB活性与P-gp表达的联系  不同浓度VCR作
用6 h时 SGC7901/VCR耐药细胞中NF-κB活性与P-
gp的表达呈正相关(r =0.977 P <0.01) 20 µg/L VCR
时 二者的表达均达峰值(图 4).

图4  SGC7901/VCR耐药细胞中NF-κB活性与P-gp表达间的相关性.

2.4 VCR诱导耐药细胞P65由胞质向胞核转位  无VCR

刺激时 SGC7901/VCR 细胞内P65 集中于胞质 细

胞核未见着色(图 5A); 10 µg/L VCR作用6 h时 细胞
核着色明显(图5B). 说明 VCR刺激后可引起耐药细胞内

P65由胞质向胞核转位.

图5  MG-132抑制SGC7901/VCR细胞NF-κBP65核转位作用SP×200.
A: 无 VCR刺激时仅胞质中P65阳性表达; B: VCR10 µm/L作用6 h时
细胞核着色明显; C: MG-132预作用30min, 再与10 µm/L VCR作用
6 h, 胞质中可见P65弱表达, 胞核未见着色.

图6  MG-132抑制SGC7901/VCR耐药细胞NF-kB DNA 的结合活性.
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2.5 MG-132对VCR作用的影响  NF-κB抑制剂MG-
132 (2.5 µmol/L)预作用30 min能明显抑制10 µg/L VCR
诱导的NF-κB活性增强 而溶剂DMSO和MG-132单
独使用时 均不能抑制κB活化(图6). MG-132对于VCR
引起的耐药细胞IκB-α低表达(作用6 h)和P-gp高表达
(作用24 h)也有明显抑制作用(表1). MG-132还可抑制

VCR引起的耐药细胞P65核转位(图 5C).

表1  MG-132对SGC7901/VCR耐药细胞IκB-α和P-gp表达的影
响 (n =3, mean±SD)

分组    IκB-α (A值) P-gp(A值)

对照 0.221 0.012          0.403 0.028

VCR (10 µg/L) 0.122 0.018a          0.496 0.018a

MG-132 (2.5 µmol/L) 0.210 0.090          0.413 0.042

MG-132+VCR 0.450 0.066a          0.221 0.019a

aP <0.05 vs 对照组.

3   讨论

NF-κB (通常指p50/P65异源二聚体)是一种重要的核转
录调节因子. 静息状态时 他与细胞内抑制物 IκB 结
合 以非活性形式存在于胞质中. 多种因素刺激下 IκB
磷酸化 泛素化并在胞质中降解 然后NF-κB转位入
核 与靶基因调控区结合 调节靶基因的合成[14-15]. NF-

κB 具有广泛的调节作用 参与炎症反应 免疫反应
细胞分化和凋亡[1] 最近有研究认为NF-κB还参与调
控肿瘤细胞对抗癌治疗的敏感性[12]. Manna et al [16]发现

表达NF-κB的细胞系HuT-78对TNF 紫杉醇和okadaic
acid 耐药 而不表达NF-κB的 Jurket 细胞对上述药物
均敏感. 这可能与NF-κB在转录水平上上调抗凋亡基因
的表达(如Bcl-2 IEX-1等)有关[17-19]. Arlt et al [20]进一

步发现胰腺癌敏感细胞中NF-κB活性很低 而耐药细
胞中活性明显增高 且使用NF-κB拮抗剂可显著提高
耐药细胞对鬼臼乙叉甙和阿霉素的敏感性. 本实验以胃

癌细胞SGC7901及其长春新碱耐药株为研究对象 发

现VCR可诱导两种细胞NF-κB DNA 结合活性增强 但
与亲本敏感细胞相比 耐药细胞的NF-κB基础活性更
高 且不同浓度VCR作用时 耐药细胞的 κB 活化程
度均较敏感细胞高. 这些差异与NF-κB主要表现为抗凋
亡 维持细胞存活的作用一致 提示两种细胞NF-κB
对VCR刺激的反应不同可能参与胃癌耐药.

       目前还不清楚VCR最初是通过什么靶点和/或产生

何种损伤来激活NF-κB. 有报道微管解聚类药物可活化
NF-κB[21-22] Rosettc et al [21]还发现微管稳定类药物能
抑制这种活化 故认为细胞骨架的不稳定是NF-κB活
化信号之一.  但随后有研究发现紫杉醇(稳定细胞内微管

解构) [23-24] VCR 和长春花碱(使细胞内微管解聚) [23]

均可某些肿瘤细胞的NF-κB活化. 我们还发现VCR诱
导NF-κB活化的同时伴有IκB-α蛋白降解和P65核转

位 且NF-κB 抑制剂MG-132 可明显抑制VCR引起
的耐药细胞 IκB-α蛋白低表达 P65 核转位和 κB 活
化 进一步证实SGC7901/VCR耐药细胞中存在NF-κB
信号通路.

       除凋亡信息受抑 肿瘤细胞获得耐药还与细胞膜

上P-gp过度表达有关 该蛋白由耐药基因Mdr1编码

具有结合药物和ATP的位点 可将化疗药从细胞内泵

出细胞外 是多种耐药细胞产生耐药性的重要机制 而

且拮抗P-gp 的功能可在一定程度上逆转耐药[25-26]. 本实

验中也发现 SGC7901/VCR耐药细胞的P-gp的基础表

达及VCR诱导后的表达均较亲本敏感细胞高 可能是

细胞对 VCR耐药的重要原因. 有研究显示P-gp的表达

可能受NF-κB调控 [27-28] Deng et al [29]进一步发现在大
鼠肝癌细胞系中2-乙酰氨芴诱导mdr1b基因过表达由

NF-κB介导 且Mdr1b基因5 端 -167至 -158区域
为NF-κB结合位点 Bentires-Alj et al [13]也发现人Mdr1
基因的第一个启动子上存在NF-κB 结合位点 提示
NF-κB可转录激活Mdr1 使细胞膜表面 P-gp表达增
高. Um et al [30]的实验证实 P-gp高表达的耐药细胞中

NF-κB DNA 结合活性和P65的表达均高于敏感亲本细
胞 提出NF-κB活化可能是P-gp 高表达细胞耐药的
重要机制; 本实验也观测到耐药细胞NF-κB活性与P-
gp表达的变化呈正相关 且MG-132 在抑制NF-κB活
化的同时也抑制P-gp表达 提示NF-κB 途径参与调
节VCR诱导的P-gp表达.

致谢: 樊代明教授惠赠SGC7901/VCR耐药细胞株 张
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